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(57) L'invention concerne une souche bacterienne 
produisant du dextrane, un procede de production de 
dextrane, un procede de production d'un additif conte- 
nant une enzyme impliquee dans la biosynth^se du 
dextrane ainsi que I'utilisation de ce dextrane, de cette 
enzyme et/ou d'une souche productrice de ce dextrane 
et de cette enzyme dans la fabrication d'une composi- 
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Description 

La presente invention a pour objet une souche bacterienne produisant du dextrane, un procede de production de 
dextrane, un procede de production d'un additif contenant une enzyme impliquee dans la biosynthese du dextrane ainsi 
5 que I'utitisation de ce dextrane, de cette enzyme et/ou d'une souche productrice de ce dextrane et de cette enzyme 
dans la fabrication d'une composition alimentaire ou cosmetique. 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

w Le dextrane est un polysaccharide forme d'unites de glucose dont I'allongement des chaines est catalyse par la 
dextrane-sucrase. La biosynthese du dextrane a ete mise en evidence chez de nombreuses bacteries, notamment 
chez les Streptococcus mutans, chez les Leuconostoc mesenteroides ssp mesenteroides et chez les Leuconostoc 
mesenteroides ssp. dextranicum. Les Leuconostoc produisent I'enzyme, la dextrane-sucrase, et la secretent dans le 
milieu de culture en presence de saccharose. Cette enzyme, la dextrane-sucrase, synthetise alors le dextrane a partir 

15 du substrat, le saccharose. Le dextrane trouve son application dans plusieurs domaines. II est notamment utilise en bio- 
chimie comme support pour la chromatographie par filtration sur gel du type Sephadex. De plus, dans le domaine the- 
rapeutique, il est utilise comme succedane du plasma sanguin (Biochimie generale - J.H. WEIL - Masson 6eme edt° - 
1990 -p1 71). 

De plus, le dextrane synthetise par une souche de Leuconostoc dextranicum trouve son application dans 1'industrie 

20 alimentaire pour la texturation de compositions alimentaires, tels que les yogourts, les cremes dessert, les boissons a 
base de lait et les sauces a salade. Ainsi, EP 0363633 met en evidence la synthese de dextrane par une souche de 
Leuconostoc dextranicum et en particulier par la souche de Leuconostoc dextranicum NRRL-B-18242. Ce document 
d£crit notamment une composition contenant le dextrane synthetise par cette bacterie et I'utilisation de cette composi- 
tion dans le domaine alimentaire. 

25 Par ailleurs, la taxonomie des souches bacteriennes du genre Leuconostoc a ete plusieurs fois remaniee. 

Ainsi, Garvie et al. (International Journal of Systematic Bacteriology, 1 18-119, 1983) decrivent la taxonomie des 
souches bacteriennes du genre Leuconostoc etablie selon un critere d'homologie au niveau de I'acide desoxyribonu- 
cleique (ADN). Les bacteries, precedemment classees comme des Leuconostoc mesenteroides, des Leuconostoc 
dextranicum et des Leuconostoc cremoris, bien que de phenotype different, presentent une tres grande homologie au 

30 niveau de leur ADN. Aussi, selon cette taxonomie, ces bacteries sont des sous-especes de Leuconostoc 
mesenteroides et sont denomees respectivement; Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides, Leuconostoc 
mesenteroides ssp. dextranicum et Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. 

De plus, J.B. Milliere et al. (Journal of Applied Bacteriology, 67, 529-542, 1989) decrivent une analyse taxonomi- 
que, effectuee sur 81 souches du genre Leuconostoc, dont 1 1 souches de Leuconostoc/ mesenteroides ssp. cremoris. 

35 Cette analyse s'appuie sur ta taxonomie etablie par Garvie et al. et est basee, notamment, sur les criteres suivants: 
capacite de ces souches a fermenter les differents sucres, capacite de ces souches a utitiser le citrate et capacite de 
ces souches a produire du dextrane. Ce document constate te fait qu'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris ne synthetise pas de dextrane. De plus, une telle souche se distingue et se definit par le fait qu'elle ne fer- 
mente pas les pentoses. 

40 Jusqu'a ce jour, aucune souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris capable de synthetiser du dextrane 
n'a ete isolee. Or, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris presente une importance majeur dans la fabrication de 
compositions laitieres, telles que les specialties fermentees type yogourt ou les cremes laitieres, par exemple. II serait 
done tres interessant de pouvoir utiliser de telles bacteries capables de synthetiser du dextrane, presentant une texture 
et un gout agreables, de manure a texturer notamment ce type de compositions alimentaires. 

45 La presente invention a pour but de repondre a ce besoin. 

RESUME DE L'INVENTION 

A cet effet, la presente invention a pour objet une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant 
so du dextrane, notamment les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 et CNCM 1-1693. 

La presente invention a egalement pour objet un procede d'utilisation d une souche de Leuconostoc mesenteroi- 
des ssp. cremoris pour la fabrication d'une composition alimentaire ou cosmetique. 

Un autre objet de la presente invention est un procede de production de dextrane de Leuconostoc mesenteroides 
ssp. cremoris. 

55 La presente invention concerne egalement une composition alimentaire ou cosmetique, a laquelle on incorpore au 

cours de sa preparation du dextrane obtenu par la mise en oeuvre de ce procede. 

De plus, la presente invention a pour objet un procede de production d'un additif contenant de la dextrane-sucrase 
active de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. 
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Enfin, la presente invention concerne une composition alimentaire ou cosmetique, a laquelleon incorpore au cours 
de sa preparation un additif contenant de la dextrane-sucrase active de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris. 



DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

5 

La presente invention a done pour objet une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant du 
dextrane. On a pu isoier des souches de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant du dextrane. Aussi, tou- 
tes les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant du dextrane sont comprises dans la presente 
invention. 

io On a isole notamment d'une creme Suisse une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris et on a cons- 
tate avec surprise qu'elle presente la propriete remarquable de synthetiser du dextrane a la texture et au gout agrea- 
bles. Cette souche a ete deposee le 18/04/96, selon le traite de Budapest, a la Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes, INSTITUT PASTEUR, 25, ruedu Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15 ou elle a regu le numero 
de depot CNCM 1-1692. 

75 De plus, on a isole, par selection naturelle a partir de la souche CNCM 1-1 692, une souche de Leuconostoc mesen- 
teroides ssp. cremoris qui presente egalement la propriete remarquable de synthetiser du dextrane a la texture et au 
gout agreables. Cette souche a ete deposee le 18/04/96, selon le traite de Budapest, a la Collection Nationale de Cul- 
tures de Microorganismes, INSTITUT PASTEUR, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15 ou elle a regu 
le numero de depot CNCM 1-1 693. 

20 Des details sur ces souches concernant notamment leur morphologie, la fermentation des sucres et autres sont 
donnes ci-apres. 

Morphologie 



25 - Microorganismes Gram positif. 

Catalase negative, ^ 
Aerobte facultative, 

- Cocci - , 30r 
30 Fermentation des sucres 

Pas de production d'acide lactique a partir des pentoses, D et L-arabinose, D et L-xylose et D et L-ribose. t^: 
Production d'acide lactique a partir du lactose par la souche CNCM 1-1 692. su# 
Pas de production d'acide lactique a partir du lactose par la souche CNCM 1-1693. .zmi 
35 : ■ 

Autres 



Souches synthetisant du dextrane, polysaccharide ayant des proprietes texturantes remarquables. 

■40 Selon la presente invention, on peut done isoier egalement une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris ne fermentant pas le lactose, telle que CNCM 1-1693, par exemple. 

Une souche preferee selon la presente invention produit le meme dextrane que la souche CNCM 1-1692 ou que la 
souche CNCM 1-1693. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de production de dextrane, dans lequel on inocule avec 
45 une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon I'invention un milieu contenant du 
saccharose, on laisse fermenter k 25-35° C pendant 10-20 h, puis on abaisse le pH de la culture ainsi obtenue a 5-5,5 
avant de la stocker k 0-10° C pendant 16-48 h. 

On peut inoculer avec une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon I'invention 
un milieu contenant au moins 2% de saccharose, de maniere k permettre la production de dextrane-sucrase et la syn- 
so these de dextrane dans le milieu de culture, par exemple. 

On peut inoculer avec 0,2-3% d'une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 
la presente invention, en particulier k partir de la souche CNCM 1-1692 ou de la souche CNCM 1-1693, un milieu con- 
tenant, 5-1 2% de milieu MSK (lait de vache §cn§m6) supplements avec 0,05-0,2% d'extrait de levure et avec au moins 
2% de saccharose, par exemple. On peut laisser fermenter a 25-35° C pendant 10-20 h, tout en maintenant le pH k 6- 
55 7,3, par exemple. Puis, en fin de fermentation, on peut abaisser le pH de la culture ainsi obtenue a 5-5,5 par addition 
d'acide lactique, par exemple. Puis on stocke done la culture k 0-10° C pendant 16*48 h. 

On peut egalement inoculer avec 0,2-3% d'une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris selon la presente invention, en particulier k partir de la souche CNCM 1-1692 ou de la souche CNCM 1-1693, 
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un milieu contenant 0,05-0.2% d'extrait de levure, avec au moins 2%de saccharose, par exemple. On peut laisser fer- 
rnenter a 25-35° C pendant 10-20 h, tout en maintenant le pH a 6-7,3, par exemple. En fin de fermentation, on peut 
melanger cette culture volume a volume avec du milieu MSK a 20%, de maniere a eviter, au cours de la fermentation, 
I'inhibition de la production de t'enzyme dextrane-sucrase par le lactose contenu dans le milieu MSK, par exemple. On 
5 peut alors abaisser le pH de la culture ainsi obtenue a 5-5,5 par addition d'acide lactique, par exemple. Puis on stocke 
done la culture a 0-10° C pendant 16-48 h. 

On peut alors secher cette culture, de maniere a obtenir une poudre de dextrane. par exemple. On peut secher 
cette culture par iyophilisation ou par sechage par atomisation. par exemple. 

La presente invention a egalement pour objet une composition alimentaire ou cosmetique comprenant du dextrane 
w de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris susceptible d'etre obtenu par la mise en oeuvre du procede ci-dessus. 

Pour preparer une telle composition, on peut incorporer du dextrane ainsi obtenu a un produit alimentaire ou cos- 
metique, tel qu'une poudre de lait, un yogourt, une sauce ketchup, une mayonnaise ou une creme pour la peau, au 
cours de sa fabrication, par exemple. 

La presente invention concerne egalement un procede de production d'un additif contenant de la dextrane-sucrase 
is active, dans lequel on inocule avec une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 
invention un milieu contenant du saccharose, puis on laisse fermenter a 25-35° C pendant 10-20 h. 

On peut inoculer avec une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon I'invention 
un milieu contenant au moins 2% de saccharose, de maniere a permettre la production de dextrane-sucrase dans le 
milieu de culture, par exemple. 

20 On peut inoculer avec 0,2-3% d'une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 
la presente invention, en particulier avec 0,2-3% d'une preculture de la souche CNCM I 1692 ou de la souche CNCM 
1-1693, un milieu contenant 5-12% de milieu MSK (lait de vache ecreme) supplements avec 0,05-0,2% d'extrait de 
levure et avec au moins 2% de saccharose, par exemple. On peut laisser fermenter a 25-35° C pendant 10-20 h, tout 
en maintenant le pH a 6-7,3, par exemple. 

25 On peut inoculer avec 0,2-3% d'une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris selon 

la presente invention, en particulier avec 0,2-3% d'une preculture de la souche CNCM I 1692 ou de la souche CNCM 
1-1 693, un milieu contenant 0,05-0,2% d'extrait de levure et au moins 2% de saccharose, par exemple. On peut laisser 
fermenter a 25-35° C pendant 10-20 h, tout en maintenant le pH a 6-7,3, par exemple. En fin de fermentation, on peut 
melanger cette culture volume a volume avec du milieu MSK a 20%, de maniere a eviter, au cours de la fermentation, 

30 I'inhibition de la production de I'enzyme dextrane-sucrase par le lactose contenu dans le milieu MSK, par exemple 

On peut egalement inoculer avec 0,2-3% d'une preculture d'une souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris selon ta presente invention, en particulier avec 0,2-3% d'une preculture de la souche CNCM 1-1692 ou de la 
souche CNCM 1-1 693, un milieu de culture synthetique contenant au moins 2% de saccharose, 1 -3% de K 2 HP0 4 , 0,2- 
1% d'extrait de levure, 0,2-1% de peptone, 0,0005-0,001% MnS0 4 , . On peut laisser fermenter a 25-35° C pendant 7- 

35 12 h, tout en maintenant le pH a 6-7,3, par exemple. 

Dans un premier mode de realisation prefere du procede de preparation d'un additif contenant de la dextrane- 
sucrase active, apres la fermentation, on ajuste le pH de la culture a 5-5,5, puis on seche cette culture, de maniere a 
obtenir une poudre contenant la dextrane-sucrase active. On peut ajuster le pH de la culture par addition d'acide lacti- 
que, par exemple. On peut secher la culture par Iyophilisation ou par sechage par atomisation, par exemple. 

40 Dans un second mode de realisation prefere du procede de preparation de la dextrane-sucrase active, on realise 
une separation sur la culture apres la fermentation, de maniere a isoler le surnageant contenant la dextrane-sucrase 
active. On peut realiser cette separation par centrifugation a 15000-20000 g pendant 10-35 min a 2-6° C, par exemple. 

On peut ajuster le pH du surnageant a 4,9-5,7, stocker ce surnageant a 0-10° C pendant 15-30 h, puis precipiter 
les macromolecules contenues dans ce surnageant, de maniere a isoler un precipite contenant la dextrane-sucrase, 

45 par exemple. On peut precipiter les macromolecules du surnageant avec du polyethyleneglycol ou de rammonium sul- 
fate a 2-6° C sous agitation, par exemple. 

On peut ensuite effectuer une dialysedu precipite contenant la dextrane-sucrase, de maniere a ecarter les agents 
de precipitation, par exemple. 

Enfin, dans ce second mode de realisation prefere du present procede, on peut stocker le precipite contenant la 

so dextrane-sucrase a une temperature inferieure a -4° C apres l etape de precipitation ou apres I'etape de dialyse, par 
exemple. 

La presente invention a egalement pour objet une composition alimentaire ou cosmetique, comprenant un additif 
contenant de la dextrane-sucrase active de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris susceptible d*§tre obtenu par la 
mise en oeuvre du procede ci-dessus. 
55 Pour preparer une telle composition, on peut incorporer un additif contenant de ia dextranesucrase active ainsi 

obtenue a un produit alimentaire ou cosmetique, tel qu'une poudre de lait, un yogourts, une sauce ketchup, une mayon- 
naise ou une creme pour la peau, au cours de sa fabrication, par exemple. 

Enfin, la presente invention a egalement pour objet un procede d'utilisation d'une souche de Leuconostoc mesen- 
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teroides ssp. cremoris selon la presente invention, pour la fabrication d'une composition alimentaire ou cosmetique. 

Les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, la dextrane-sucrase produite par ces souches et le 
dextrane synthetise par ces souches selon la presente invention sont caracterises plus en details ci-apres a I'aide de 
dtfferentes donnees microbiologiques et biochimiques illustrant leurs proprietes. Les pourcentages sont donnes en 
5 poids sauf indication contraire. 

Recherche des souches de Leuconostocs produisant du dextrane 

A partir de 150 souches isolees soit de produits laitiers, soit de produits non laitiers, tels que le vin' le cafe et la 
io choucroute, on a recherche !es souches produisant du dextrane. 

On mesure la production de dextrane dans un milieu contenant du saccharose. 

Pour ce faire, on inoculeavec 1%depreculturede chacunedes 150 souches 10 mlde milieu DEX comprenant 1% 
de B.tryptone, 0,5% d'extrait de levure, 0,5% de K 2 HP0 4 , 0,5% de citrate d'ammonium et 5% de saccharose. Puis, on 
laisse fermenter a 30° C pendant 24 h. 
is On a ainsi selectionne a partir des 150 souches de depart, 1 6 souches capables de produire du dextrane. 

On inocule alors avec 1% de preculture de chacune de ces 16 souches selectionnees 150 ml de milieu DEX, tel 
que decrit ct-dessus, puis on laisse fermenter a 30° C pendant 24 h, avant de mesurer la viscosite du produitde ces 16 
cultures ainsi obtenues. On mesure la viscosite, a Taide d'un viscometre a ecoulement de 25 mm de diametre. 

Le tableau I ci-apres presente les valeurs en secondes pour faire passer dans le viscometre a ecoulement 100 ml 
20 de produit de chaque culture. La souche A1 , presentee dans le tableau I, a ete utilisee comme souche temoin negatif. 

Dans ce tableau, les souches A sont des souches de Leuconostocs sp, les souches B sont des souches de Leu- 
conostoc mesenteroides ssp. cremoris, la souche C1 est une souche de Leuconostoc iactis, les souches D sont des 
souches de Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides. 



25 

Tableau I 



50 



Souche 


Viscosity (s) 


A1 


11 


A2 


16 


A3 


14 


A4 


13 


A5 


18 


A6 


20 


A7 


19 


A8 


19 


C1 


17 


CNCM 1-1692 


22 


B1 


12 


B2 


14 


B3 


15 


D1 


12 


D2 


14 


D3 


15 


D4 


17 



55 Les resultats presentes dans le tableau I ci-dessus mettent en Evidence le fait que la souche Leuconostoc mesen- 
teroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 presente la viscosite la plus elevee des 16 souches selectionnees. On admet 
done que la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 produit le plus de dextrane. 
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Etude de la concentration de I'enzyme dextrane-sucrase en fonction du temps de fermentation 



On inocule avec 1% de preculture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 un 
milieu syntrtetique contenant 2% de saccharose, 2% de K 2 HP0 4 , 0,5% d'extrait de levure, 0,5% de peptone, 0,02% de 
5 MgS0 4( 0,001% de MnS0 4) 0,001% de FeS0 4 et 0,001% de NaCI. On laisse fermenter a 30° C pendant 12 hdans un 
fermenteur de 51. 

Apres 4 h de fermentation, on preleve toutes les 2 heures. jusqu'a 12 h de fermentation, un echantillon de la culture 
ainsi obtenue, de maniere a mesurer la croissance de la souche par densite optique a 600 nm. 

Puis, on centrifuge chaque echantillon a 18000 g pendant 20 min a 4° C, on recup£re le surnageant, on ajuste son 
w pH a 5,2 et Ton verifie I'activite de la dextrane-sucrase, contenue dans le surnageant, par mesure de Incorporation de 
radioactivite dans le dextran a partir de saccharose radioactif (J. Dent. Res. 1974, 53, 1355-1360). 

Le tableau II ci-apres presente les resultats obtenus pour la mesure de la croissance de la souche a partir d'echan- 
tillons, preleves toutes les 2 heures, entre 4 et 12 h de fermentation. 

De plus, le tableau II presente les resultats de la mesure de I'activite de la dextrane-sucrase contenue dans le surna- 
15 geant de ces echantillons. 



Tableau II 



duree de la fermentation (h) 


4 


6 


8 


10 


12 


croissance (D0 60 o)/10 


0,034 


0,085 


0,21 


0,51 


0,53 


activite (u/ml) 




0,1 


0,17 


0,6 


0,61 



25 Les resultats mentionnes au tableau II mettent en evidence le fait que la concentration en dextrane-sucrase atteint 

sa valeur maximale juste apres I'entree des bacteries Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris en phase stationnaire. 



Purification de I'enzyme dextrane-sucrase et determination de son activite specifique 

30 On inocule avec 1 % de preculture de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 un milieu de culture 

contenant 0,2% de saccharose, 0,5% d'extrait de levure, 0,5% de peptone, 2% de K 2 HP0 4 , 0,02% de MgS0 4 , 0,001% 
de MnS0 4 , 0,001% de FeS0 4 et 0.001% de NaCI et on laisse fermenter a temperature ambiante pendant 12h tout en 
maintenant le pH a une valeur de 6,7. 

Puis, on centrifuge la culture ainsi preparee a 18000 g pendant 20 min a 4° C. 

35 On isole alors le surnageant contenant la dextrane-sucrase et on ajuste son pH a une valeur de 5,2, avant de I'incu- 
ber pendant 4h a 4° C. 

On melange ensuite volume a volume le surnageant avec 33% de polyethylene glycol 400 et on laisse incuber a 
4° C pendant 5h sous agitation, de manure a precipiter les proteines contenues dans le surnageant. 

On effecute une centrifugation a 18000 g epndant 20 min a 4° C, de manure a isoler le culot contenant les protei- >. 
40 nes precipitees. 

On suspend alors ce culot contenant les proteines precipitees dans 70 ml d'acetate d'ammonium 20 mM, pH 5,2. 

On ajoute alors a cette suspension 600 ^g de dextranase et on laisse incuber le tout & 25° C pendant 1 h, de 
maniere a digerer le dextran contenu dans la suspension par la dextranase. 

On effectue une diatyse de la suspension en presence de 70 ml d'acetate d'ammonium 20 mM, pH 5,2, de manure 
45 & eliminer les molecules de glucose obtenues, apr£s digestion du dextran avec la dextranase. Puis on isole les proli- 
nes sur une colonne echangeur d'anions (Fast Q, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, SU) que Ton a prealablement equi- 
libree avec un tampon d'acetate d'ammonium 20mM t pH 5,2. 

Les proteines sont 6luees sur un gradient lineaire de NaCI 0-0,5 M. 

On analyse I'activite de la dextrane-sucrase des differentes fractions proteiques ainsi eludes et Ton effectue une 
so electrophorese de ces fractions proteiques sur un gel SDS de polyacrylamide. 

On isole les fractions proteiques contenant la dextrane-sucrase et I on mesure ('activite de la dextrane-sucrase 
purif tee qui est de 1 05 u/mg. 

Capacite texturante des dextranes en fonction de la temperature d'incubation de I'enzyme 

55 

On met en evidence I'activite de la dextrane-sucrase de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 
CNCM 1-1692 d'une part a 30° C et a d'autre part a 4° C et Ton verifie ainsi la capacite texturante des dextranes a ces 
differentes temperatures. 
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Pour ce faire, on prepare un additif contenant de la dextrane-sucrase active a partir d'une culture de la souche de 
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692. 

On inocule avec 1% de preculture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 un 
milieu synthetique contenant 2% de saccharose, 2% de K 2 HP0 4 , 0,5% d'extrait de levure, 0,5% de peptone, 0,02% de 
5 MgS0 4 , 0,001% MnS0 4 , 0,001% de FeS0 4 et 0,001% de NaCI. On laisse fermenter a 30° C pendant 12 h, tout en 
maintenant le pH a 6, 7. 

Puis, on realise une separation sur la culture par centrifugation a 18000 g pendant 20 min a 4° C. de maniere a 
isoler le surnageant contenant la dextrane-sucrase. 

On abaisse le pH du surnageant a 5,2 et on incube ce surnageant pendant 12 h a 4° C. 
io On precipite alors 2 fois au polyethyleneglycol a 4° C les macromolecules du surnageant, de maniere a purifier la 
dextrane-sucrase. 

Puis, on verifie la capacite texturante des dextranes synthetises par la dextrane-sucrase ainsi isolee, en incubant 
cette derniere d'une part a 30° C et d'autre part a 4° C dans un tampon-substrat contenant 20 mM d'acetate pH 5,2, 
200 mM de saccharose et 20 mM de CaCI 2 . 
75 Le tableau IV ci-apres presente les resultats de la texturation avec la dextrane-sucrase active de la souche de Leu- 
conostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 d'une part a 30° C et d'autre part 4° C. 



Tableau IV 



20 


milieu 


conditions d'incubation 


texturation 




a 


30° C pendant 12 h 








4° C pendant 12 h 


+++++ 


25 


a: milieu tampon-substrat a pH 5,2 

-: absence de texture, 

+++++: bonne texture, tres epaisse. 



Les resultats presentes dans le tableau IV mettent en evidence le fait que la dextrane-sucrase de la souche de Leu- 
30 conostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692 permet de synthetiser a 4° C un dextrane ayant une texture 

agreable et epaisse, alors qua 30° C, on obtient une solution turbide ne presentant aucune texture. Cette difference de -^w- 
texturation est sans doute due au fait que le dextrane a 4° C est sous forme de molecules avec des branches courtes ~ 
et permet ainsi d'obtenir une texture agreable et epaisse. alors qu'a 30° C, le dextrane se presente sous forme de mole- __u-; 
cules ayant des branches longues alignees en paralletes avec la chaine principale. Ces molecules ne permettent pas i 
35 d'obtenir une bonne texture. ^ r 



Texturation d un produit laitier avec la dextrane-sucrase 

On incube la dextrane-sucrase dans des conditions (milieu, temperature et pH) identiques a celles qui prevalent 
40 lors de la de preparation d'un yogourt. 

Pour ce faire, on prepare un additif contenant de la dextrane-sucrase active a partir d'une culture de la souche de 
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692. 

On inocule avec 1% de preculture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM i-1692 un 
milieu synthetique contenant 2% de saccharose, 2% de K 2 HP0 4 , 0,5% d'extrait de levure, 0,5% de peptone, 0,02% de 
45 MgS0 4 , 0,001% de MnS0 4 , 0,001% de FeS0 4 et 0,001% de NaCI. On laisse fermenter a 30° C pendant une nuit, tout 
en maintenant le pH a 6,7. 

Puis, on realise une separation sur la culture par centrifugation a 18000 g pendant 20 min a 4° C, de maniere a 
isoler le surnageant contenant la dextrane-sucrase. 

on abaisse alors le pH du surnageant a 5,2 et Ton incube ce surnageant pendant 12 h a 4° C. 
so On precipite alors 2 fois au polyethyleneglycol a 4° C les macromolecules du surnageant, de maniere a purifier la 
dextrane-sucrase. 

On verifie alors la synthese de dextrane par la dextrane-sucrase. Pour ce faire, on incube la dextrane-sucrase 
d'une part dans un tampon-substrat a pH 6,4 contenant 20 mM d'acetate 200 mM de saccharose et 20 mM de CaCI 2 
et d'autre part dans un lait-drink contenant 6% de saccharose. 
55 Le tableau V ci-apres presente les resultats obtenus pour la texturation avec la dextrane-sucrase de la souche de 

Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692. 
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# 



Tableau V 


milieu 


conditions de simulati n 


texture 


a 


c 




d 


+++++ 


b 


c 


+ 


d 


+++++ 


a: tampon-substrat pH 6,4. 




b: lait drink contenant 6% de saccharose. 




c: 5h a 37° C, puis on ajuste le pH a 4,7, on abaisse la temperature k 4° C et Ton 


incube 24 h a 4° C. 






d: 5h a 20° C. puis on ajuste !e pH a 4,7, on abaisse la temperature a 4° C et Ton 


incube 24 h a 4° C. 






-: absence de texture. 






+: peu de texture. 






+++++: bonne texture. 







Les resultats presents dans le tableau V permettent de mettre en Evidence le fait que la dextrane-sucrase texture 
aussi un milieu laitier, mais ne fait plus de dextrane epaississant aprts 5 h a 37° C. Pour texturer des yogourts, on peut 
ajouter la dextrane-sucrase apres la fermentation, avant le stockage a 4° C. 

Les exemples ci-apres sont presentes a titre d'il lustration de ('utilisation du dextrane, de la dextrane-sucrase et/ou 
d'une souche productrice de ce dextrane et de cette dextrane-sucrase dans la fabrication d'une composition alimentaire 
ou cosmetique selon la presente invention. Les pourcentages y sont donnes en poids sauf indication contraire. 

Exemple 1 

On utilise ta souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremohs CNCM 1-1692 selon la presente invention pour 
la fabrication de yogourts. 

Pour ce faire, on prepare 11 d'une composition laitiere contenant 2,8% de graisses, additionnee de 2% de lait 
ecreme en poudre et de 6% de saccharose, on la pasteurise a 96° C pendant 30 min puis on abaisse sa temperature 
a 42° C. 

Parallelement, on reactive une preculture congelee d'une souche de Streptococus thermophilus non epaississante 
et preculture congelee d'une souche de Lactobacillus bulgaricus non filante dans un milieu de culture MSK sterile, con- 
tenant 10% de poudre de lait reconstitute et 0,1% d'extrait de levure commerciale. 

On reactive egalement une preculture congelee de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris dans 
un milieu de culture MRS (lactobacilli MRS - Detroit - USA), puis dans un milieu de culture MSK sterile, contenant 10% 
de poudre de lait reconstitute et 0,1% d'extrait de levure commerciale, additionne de 1% de saccharose. 

On inocule alors la composition laitiere pasteurisee avec 1% de chacune de ces prtcultures reactivees, puis on 
laisse fermenter a 37° C jusqu'& ce que le pH de cette composition laitiere atteigne la valeur de 4,5. 

On realise ainsi des yogourts que Ton conserve k 4° C. 

Ces yogourts prepares avec une souche de leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris presentent une texture onc- 
tueuse au gout agreable, surtout apr&s 10 jours de conservation a 4° C. 

Exemple 2 

On utilise l additif contenant de la dextrane-sucrase active selon la presente invention pour la fabrication de 
yogourts. 

Pour ce faire, on inocule avec 1% de preculture de la souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 
1-1 692 un milieu synthetique contenant 2% de saccharose, 2% de K 2 HP0 4l 0,5% d'extrait de levure, 0,5% de peptone, 
0,02% de MgS0 4 , 0,001% MnS0 4 , 0,001% de FeS0 4 et 0,001% de NaCL On laisse fermenter k 30° C pendant 12 h, 
tout en maintenant le pH k 6,7. Puis, on realise une separation sur la culture par centrifugation k 18000 g pendant 20 
min k 4° C, de maniere a isoler le surnageant contenant la dextrane-sucrase active.On abaisse le pH du surnageant a 
5,2 et on precipite alors les macromolecules du surnageant a 4° C avec de rammonium sulfate, de maniere a isoler un 
precipite contenant la dextrane-sucrase. On dialyse alors ce precipite, de mani&re k eliminer I'ammonium sulfate. 
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Par ailleurs, on prepare 1 1 d'une composition laitiere contenant 2,8% de graisses, additionnee de 2% de lait ecreme 
en poudre et de 6% de saccharose, on la pasteurise a 96° C pendant 30 min puis on abaisse sa temperature k 42° C. 

Parallelement, on reactive une precuiture congelee d'une souche de Streptococus thermophilus non epaississante 
et une precuiture congelee d'une souche de Lactobacillus bulgaricus non filante dans un milieu de culture MSK sterile, 
5 contenant 10% de poudre de lait reconstitue et 0,1% d'extrait de levure commerciale. 

On inocule la composition laitiere pasteurisee avec 1% de chacune des cultures des deux souches, puis on 
I'incube a 37° C jusqu'a ce que le pH de la composition laitiere atteigne la valeur de 4,5. 

Puis, on ajoute sous agitation 1%ode dextrane-sucrase purifiee. 

On realise ainsi des yogourts que Ton conserve a 4° C. 
w Ces yogourts prepares avec la dextrane-sucrase purifiee, synthetisee par Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris presentent une texture onctueuse au gout agreable, surtout apres 10 jours de conservation a 4° C. 



Exemple 3 

75 On utilise, sous forme de poudre, I'additif contenant de la dextrane-sucrase active selon la presente invention, pour 
la fabrication de yogourts. 

Pour ce faire, on inocule avec 1% de precuiture de fa souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris un 
milieu de culture contenant 9% de lait ecreme en poudre, 0,1% d'extrait de levure, et 2% de saccharose. On laisse fer- 
menter a 30° C pendant 20 h tout en maintenant le pH a 6,7. On melange la culture volume a volume avec une solution 
20 de MSK a 20%. Puis, on abaisse le pH de la culture ainsi obtenue a 5,2 par addition d'actde lactique, avant de la secher 
par atomisation, de maniere a obtenir I'additif contenant de la dextrane-sucrase active sous forme de poudre. 

Par ailleurs, on prepare 1 1 d'une composition laitiere contenant 2,8% de graisses. additionnee de 2% de lait ecreme 
en poudre et de 6% de saccharose, on la pasteurise «k 96° C pendant 30 min puis on abaisse sa temperature^ 42° C. 

Parallelement, on reactive une precuiture congelee d'une souche de Streptococus thermophilus non epaississante 
25 et une precuiture congelee d une souche de Lactobacillus bulgaricus non f ilante dans un milieu de culture MSK sterile, 
contenant 10% de poudre de lait reconstitue et 0,1% d'extrait de levure commerciale. 

On inocule la composition laitiere pasteurisee avec 1% de chacune des cultures des deux souches, puis on 
I'incube a 40° C jusqu'a ce que le pH de la composition laitiere atteigne la valeur de 4,5. Puis, on ajoute sous agitation 
1% de I'additif, sous forme de poudre, contenant la dextrane-sucrase active. 
30 On realise ainsi des yogourts que I'on conserve a 4° C. 

Ces yogourts prepares avec i'additif contenant de la dextrane-sucrase active, sous forme de poudre, presentent 
une texture onctueuse au gout agreable, surtout apres 10 jours de conservation a 4° C. 

Revendications 

35 

1 . Souche de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris produisant du dextrane. 

2. Souche selon la revendication 1, deposee a la CNCM sous le numero 1-1692. 

40 3. Souche selon la revendication 1 , deposee a la CNCM sous le numero 1-1693. 

4. Souche selon la revendication 1, produisant le meme dextrane que la souche CNCM 1-1692 ou que la souche 
CNCM 1-1693. 

45 5. Souche selon Tune des revendications 1 ,3 et 4, ne fermentant pas le lactose. 

6. Procede de production de dextrane, dans lequel: 

on inocule avec une precuiture d une souche selon l une des revendications 1 -5 un milieu de culture contenant 
so du saccharose, 

on laisse fermenter a 25-35° C pendant 10-20 h, 

puis on abaisse le pH de la culture ainsi obtenue a 5-5,5, avant de la stocker & 0-10° C pendant 16-48 h. 

7. Procede selon la revendication 6, dans lequel le milieu de culture contient au moins 2% de saccharose. 

55 

8. Procede selon la revendication 6, dans lequel on melange la culture k un milieu laitier juste apres I'etape de fer- 
mentation. 
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8. Procede selon la revendication 6, dans lequel on seche la culture apres I'etape de stockage. 



9. Composition alimentaire ou cosmetique, comprenant du dextrane de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris 
susceptible d'etre obtenu par la mise en oeuvre du procede selon I'une des revendications 6-8. 

5 

10. Procede de production d'un additif contenant de la dextrane-sucrase active dans lequel on inocule avec une 
precutture d'une souche selon Tune des revendications 1-5 un milieu contenant du saccharose, puis on laisse fer- 
menter a 25-35° C pendant 10-20 h. 

10 11. Procede selon la revendication 10, dans lequel le milieu de culture contient au moins 2% de saccharose. 

12. Procede selon la revendication 10, dans lequel, apres la fermentation, on ajuste le pH de la culture a 5-5,5 puis 
on seche cette culture. 



15 13. Procede selon la revendication 10, dans lequel on realise une separation sur la culture apres la fermentation, 
de maniere a isoler le surnageant contenant (a dextrane-sucrase. 

14. Procede selon la revendication 13, dans lequel on ajuste le pH du surnageant a 4,9-5,7, on le stocke a 0-10° 
C pendant 15-30 h, puis on precipite les macromolecules contenues dans le surnageant, de maniere a isoler un 

20 precipite contenant la dextrane-sucrase. 

15. Procede selon la revendication 14, dans lequel on effectue une dialyse du precipite contenant la dextrane- 
sucrase. 



25 1 6. Procede selon Tune des revendications 14-15, dans lequel on stocke le precipite contenant la dextrane-sucrase 

a une temperature inferieure a -4° C. 

17. Composition alimentaire ou cosmetique, comprenant un additif contenant de la dextrane-sucrase active de 
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris susceptible d'etre obtenu par la mise en oeuvre du procede selon I'une 

30 des revendications 10 a 16. 

18. Procede d'utilisation d'une souche selon I'une des revendications 1 -5, pour la fabrication d'une composition ali- 
mentaire ou cosmetique. 



35 
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